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第 2 章では，酸性域における MHC 分解に関与する酵素を検討した結果，内在酸性プロテアーゼの最
適 pH と最適温度はそれぞれ pH 3.0 と 45°C であること，並びにペプスタチン A＋システインプロテア
ーゼインヒビターにより MHC の分解が完全に抑えられたことから，すり身中に存在するプロテアーゼ
はカテプシン D とシステインプロテアーゼであることが示唆された．一方，MHC の分解に伴いフィル
ムの強度が減少したことから，フィルムの強度と MHC の分解程度との定量的関係 TS [MPa] = 0.92 ln 
(MHC 含量) +2.80 (R2=0.99)を明らかにした．さらに，すり身フィルム形成に疎水性結合が主として重要
な役割を果すこと及び MHC の分解に伴いイオン結合と疎水性結合が増加することを認めた． 
第 3 章において，フィルム形成溶液(pH 3)の加熱に伴いタンパク質の表面疎水性基量と SH 基量が増
加したことより，加熱処理はすり身タンパク質の unfolding を促進させ，タンパク質溶解度の増加がも
たらされることを明らかにした．一方，70°C 以上で加熱すると内在酸性プロテアーゼによる MHC 分解
は抑制されたが，100°C で 10 分間以上加熱すると MHC の酸による加水分解が生じた．さらに，フィル
ム形成の最適条件は，フィルム形成溶液(pH 3)の 70°C‐20 分間加熱であることを見出した． 
第 4 章では，すり身フィルムが使用されるまでの保存期間中に生じる性状変化とすり身フィルムのヒ
ートシール形成性について検討した．40°C，相対湿度(RH)40%保存中にすり身フィルムの b*(青－黄)値
が増加し，黄色化ないし褐色化することを明らかにした．また，保存中に，すり身フィルムの TS や WVP
の増加，さらに紫外線透過率の減少を認めた．すり身フィルムの MHC 含量とフィルムの b*値の間に高







第 5 章では，可食性すり身フィルムの酸素透過性(PO2)を調べ，すり身フィルムの PO2はプラスチック
スフィルム(OPP)より 100 倍程低いことを明らかにした．また，すり身フィルムのラジカル捕捉能，還
元力並びにフィルムを浸漬したイワシ油の酸化進行程度から，すり身フィルム自体が抗酸化能を持つこ







Development of edible films prepared from frozen Alaska pollack surimi 
Synthetic polymer films have been used in a wide range of application since they are cheap 
and light in weight. However, they are not biodegradable, and their accumulation leads to 
environmental pollution with serious ecological problems. With the increasing population and 
stress on limited resources and the environment, use of renewable resources to produce edible 
and biodegradable films that can improve product quality and reduce waste problems has been 
explored. On the other hand, the production of frozen surimi and the consumption of 
surimi-based products have been gradually declining in Japan in recent years, partly due to the 
lack of the introduction of new products. Therefore, the present study was undertaken to 
develop edible films prepared from frozen Alaska pollack surimi. 
In Chapter 1, the effect of pH on surimi film properties was determined. Surimi films could 
be formed in the pH ranges from 2 to 4 and from 7 to 11. Elongation at break (EAB) and water 
vapor permeability (WVP) of surimi films were not markedly influenced by pH. At pHs above 
or below the isoelectric point (pH 5.2-5.5), tensile strength (TS) of surimi films increased. 
Under acidic conditions, surimi films became most strong and transparent, but it was found that 
myosin heavy chain (MHC) of surimi proteins was degraded and hydrophobic interactions were 
mainly involved for the formation of surimi films. 
In Chapter 2, the existence of endogenous acid proteinases in Alaska pollack surimi and their 
effect on mechanical properties of surimi films were investigated. The optimum pH of acid 
proteinases involved in the degradation of MHC was 3.0, and the optimum temperature was 
45°C. The degradation of MHC was completely inhibited by pepstatin A together with any one 
of cysteine proteinase inhibitors, suggesting that acid proteinases present in surimi are mainly 
cathepsin D and cysteine proteinases. A high correlation between TS and MHC content 
(R2=0.99) was observed and expressed by the following equation: TS [MPa] = 0.92 ln (MHC 
content) +2.80. The hydrophobic interactions played an important role for the formation of 
surimi films, but ionic bonds and hydrophobic interactions also increased with the MHC 
degradation. 
In Chapter 3, surface hydrophobicity and reactive SH group of surimi proteins were found to 
increase by the heat treatment of film-forming solutions (pH3), indicating that the heat treatment 
of surimi solutions could induce the unfolding of surimi proteins, thus increasing surimi protein 
solubility at pH 3. On the contrary, the degradation of MHC was suppressed above 
70°C-heating, but MHC was degraded after 10 min of 100°C-heating due to acid hydrolysis at 
pH 3. The best condition to form strong surimi films was found to be heating the film-forming 
solutions (pH 3) at 70°C for 20 min. 
In Chapter 4, the changes of surimi film properties during storage and heat sealability of 
surimi films were investigated. The b* value increased gradually throughout the storage at 40°C 
and 40% RH, suggesting that browning reactions took place during the storage period. TS and 
WVP of surimi films increased during storage, but UV light transmission decreased. A high 
negative correlation between MHC content and b* (R2=0.92) was observed, indicating that the 
Maillard reaction of MHC and reducing sugars formed by the hydrolysis of sucrose in the acidic 
surimi solutions occurred during the storage. On the other hand, it was confirmed that surimi 
films had heat sealability. The effect of heat sealing temperature and time on surimi film 
sealability and melting temperature of surimi film proteins was determined and found out that 
the optimum heat sealing temperature was 160～170°C for surimi films. The formation of high 
molecular weight fractions in the sealed joint of surimi films was probably due to the 
polymerization of melted surimi proteins. 
In Chapter 5, the oxygen permeability (PO2) of surimi films was determined, and it was 
observed that PO2 of surimi films was 100-fold lower than OPP film. Moreover, it was revealed 
that surimi films themselves possessed antioxidative properties based on DPPH radical 
scavenging activity, reducing power and preventive effect of surimi films on sardine oil 
oxidation. Sardine oils in OPP film pouches or surimi film pouches were stored for 40 days at 
40°C in the dark. PV and TBARS values of sardine oils were determined periodically for 120 
days. The OPP film could slow down the oxidation of sardine oil, but the oxidation of sardine 
oil was completely inhibited by using surimi film pouches. Furthermore, the polymerization of 
MHC in surimi films was observed during the storage at 40°C. 












































































えばキトサンフィルム(Lazaridou and Biliaderis, 2002)，植物多糖類例えばセルロースフィ
ルム(Ayranci and Tunc, 2001)，でん粉フィルム(Rodríguezら，2006)，ペクチンフィルム
(Maftoonazadら，2007)，locust bean gumフィルム(Aydinli and Tutas, 2000)，アルギン酸フ






























コーンゼイン(Ku and Song, 2007)，大豆タンパ
ク質(Solimanら，2007)，ホエータンパク質(Goungaら，2007)，小麦グルテンタンパク質






Cuqら，1996a; 1996b; 1997a; 1997b;1997c; 1997d; 1998b)．また，ブラジルの研究者らは，
ティラピアを用いた筋肉タンパク質フィルムについて研究している(Sobralら，2002; 
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Fig. 3  Amount of surimi and boiled fish paste production in Japan (Data from Ministry of 
Agriculture, Forestry and Fisheries, 2006). 
surimi production， boiled fish paste production  
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製し，さらに 1M NaOH または 1M HCl を用いて pH を調整した．本溶液をガラスホモ




た．すり身フィルム形成溶液を遠心分離(5000 × g, 30 分間)した後，上澄液のタンパク質
濃度を Lowry 法(1951)により測定した． 
1-2-5 フィルムの調製 
作成したフィルム形成溶液 4g をシリコン樹脂製の枠(5 cm × 5 cm)内に流し込み，恒
温恒湿機(H110K；星和理工株式会社製)を用いて，25±0.5°C，相対湿度（RH）50±2%で
24時間乾燥させてフィルムを調製した．フィルムをシリコン樹脂板から丁寧に剥がし，
25±0.5°C，RH 50±2%の恒温恒湿機内で，さらに 48 時間コンディショニングした後，以
下の実験に供した． 
1-2-6 フィルムの機械的性質の測定 
 引っ張り強度(Tensile strength, TS)および引っ張り伸び率(Elongation at break, EAB)は
Shiku ら(2004)の方法に従って測定した．すなわち，幅 20 mm，長さ 45 mm に切断した
フィルムの厚さをシックネスゲージ(シリーズ No. 7360，Mitutoyo 社製)で 6 点測定した
後，テンシプレッサー(TTP-508XⅡ，タケモト電機株式会社製)を用い，間隔 30 mm，引
っ張り速度 0.5 mm·sec-1で引っ張り試験を行った．TS および EAB は以下の計算式から
算出した． 
 TS (MPa) = F/S 
但し，F は引っ張り強度(N)，S はフィルムの断面積（m2）を示す． 
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 EAB (%) = (E/30) × 100 
但し，E は引っ張り伸び(mm)を示す． 
1-2-7 水蒸気透過性(Water vapor permeability, WVP)の測定 
 ASTM 法(1989)により WVP の測定を行った．瓶口の内径 2.6 mm，高さ 7.8 mm のガ
ラス製バイアル瓶に完全に乾燥させたシリカゲル 40 g を充填した後，5 cm × 5 cm のフ
ィルムで瓶口を覆った．この際，フィルムと瓶口の間に隙間がないように固定した．次
に，蒸留水により飽和状態(RH 100%)に調整したデシケーター内に準備したバイアル瓶
を置き，デシケーターを 30°C の恒温器中に放置し，1 時間間隔でバイアル瓶の重量を
測定した．フィルムの WVP (g·m-1·s-1·Pa-1)は，以下の計算式を用いて算出した． 
WVP = w·δ·A-1·t-1·(p2-p1)-1 




0.02%アジ化ナトリウムを含有する 0.1 M リン酸緩衝液(pH7.0)に浸漬し，30°C で 24 時
間振蘯した．振蘯後，フィルムの不溶部を取り出し，フィルムから溶出したタンパク質
量を Lowry 法(1951)で測定した．取り出したフィルムの不溶部を 105°C で 24 時間常圧
加熱乾燥して，固形分重量を測定した． 
フィルムのタンパク質溶出率(Protein solubility, PS)および固形分溶出率(Film solubility, 
FS)は，以下の計算式から算出した． 
 PS (%) = (b/a) × 100 
但し，a はフィルムのタンパク質量(g)，b は溶出したタンパク質量(g)を示す． 
 FS (%) = {(c-d)/c} × 100 
但し，c はフィルムの固形分重量(g)，d はフィルム不溶部の固形分重量(g)を示す． 
1-2-9 フィルムタンパク質の消化性の測定 
フィルム粉末約 100 mgに 40 mM Tris緩衝液(pH7.6)を用いて調製した α-キモトリプシ
ン溶液(400 μg/ml，和光純薬株式会社製)を 20ml 加えた．37°C で 2 時間振蘯した後，50％
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トリクロロ酢酸により酵素反応を停止した．30 分放置後，遠心分離(9620 × g，30 分間)
を行った．沈殿部を 2M NaOH で溶解させた後，α‐キモトリプシンで消化されなかっ
たタンパク質量を Lowry 法(1951)で測定し，酵素消化率を算出した． 
1-2-10 フィルムの光透過性および透明度の測定 
 フィルムの光透過性および透明度を Shiku ら(2004)の方法に従って測定した．幅 20 
mm，長さ 45 mm に切断したフィルムの厚さをシックネスゲージで 6 点測定した後，可
視分光光度計(UV-160 型，島津製作所株式会社製)を用いて 200 nm から 800 nm までの
光透過率を測定し，次式により透明度を求めた． 
透明度＝Abs [mm-1]= (-logT) /δ 
但し，T は 600 nm における光透過率(%)，δ はフィルムの厚さ(mm)を示す．つまり，こ
こでは透明度の値が大きいほど，フィルムが不透明であることを意味する． 
1-2-11 ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)によるタンパク質組成の分析 
 すり身フィルムを 2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl (pH8.8) ＋2% 2-メルカプトエ
タノール溶液(可溶化溶液)に溶解した．SDS-PAGE は Laemmli ら(1970)の方法に従い，
市販のアクリルアミドゲル(7.5%，パジェル NPU-7.5L，アトー社製)を用いて行った．




 Perez-Mateos ら(1997)の方法に従って，4 種類のタンパク質変性剤溶液すなわち 0.6 M  
NaCl(S1)，0.6 M NaCl + 1.0 M 尿素(S2)，0.6 M NaCl + 8.0 M 尿素(S3)，0.6 M NaCl + 8.0 
M 尿素+0.5 M 2-メルカプトエタノール(S4)を調製した．フィルム粉末 100 mg に S1，S2，
S3，S4 溶液を各 10 ml 加え，30°C で 24 時間振蘯撹拌した後，遠心分離(9620 × g，30
分間)した．タンパク質変性剤溶液(S1~S3)に溶解したフィルムタンパク質量は Lowry 法





レンスルホン酸(ANS，和光純薬工業株式会社製)を用いる ANS 蛍光測定方法(Kato and 
Nagai, 1980)により測定した．すなわち，タンパク質濃度を 0.001%に希釈したフィルム
形成溶液(pH2～11) 4 ml に対して，0.04% ANS 試薬を 0.4 ml 加えて 4°C で 10 分間放置
した．さらに，室温で 15 分間放置した後，分光蛍光光度計(RF-1500，島津製作所株式
会社製)を用いて，励起波長 365 nm，蛍光波長 470 nm で蛍光強度を測定した．結果は，
pH7 のフィルム形成溶液の蛍光強度を 1 として，相対強度で表した． 
1-2-14 統計処理 
 マイクロソフト社のExcelを使用して標準偏差を算出した後，SPSS (Statistical Software，














すり身タンパク質の主体である筋原繊維タンパク質の等電点は pH 5.2～pH 5.5 であ
るため(志水，1987)，pH5～6 のフィルム形成溶液ではタンパク質が凝集して沈殿し，す
り身フィルムの調製は不可能であった．従って，本研究では，すり身フィルム形成溶液
の pH を 2～4 と 7～11 に調整した． 
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れた(Fig. 1-1)．pH 7 ではすり身タンパク質溶解度は 10%以下であるが，pH を高くする
か低くすると増加した．この傾向は，すり身フィルムの TS と正に相関し，溶解したタ






EAB は，クロカジキ筋原繊維タンパク質フィルムの EAB より大きく，柔軟性に富んで
いた．本実験で使用した冷凍すり身自体に冷凍変性防止剤として添加されているソルビ
トールやショ糖が，可塑剤として働いたためと推測される． 
フィルムの水蒸気透過性(WVP，Table 1-2)は酸性側でやや低く，pH 10，11 では増加
した．アルカリ性側で作成したすり身フィルムの方が，酸性側で作成したすり身フィル
ムより，水蒸気を透しやすいことを示唆している．また，クロカジキ筋原繊維タンパク
質フィルムの WVP とほぼ同じレベルであった(Shiku ら，2003)． 
すり身フィルムからの固形分溶出率(Table 1-3)は，フィルム形成溶液の pH が 3～8 で
はほとんど一定で，フィルム形成溶液の pH を酸性あるいはアルカリ性にするといくら
か増加した．しかしながら，いずれの pH で調製しても，すり身フィルムからの固形分




一方，すり身フィルムからのタンパク質溶出率は pH2 で 4.7%と最も低く，フィルム
 14







形成溶液調製時の pH の影響を Table 1-3 に示す．フィルム形成溶液の pH を低くするか
高くすると，フィルムのタンパク質消化率はいくらか減少した．しかしながら，いずれ




すり身フィルムの光透過率(T%)と透明度(吸光度/mm)を Table 1-4 に示す．クロカジキ
筋原繊維タンパク質フィルム(Shiku ら，2003)と同様に，いずれの pH で作成したすり身
フィルムも紫外線を透過させないことが分かった．すり身に比較的多く存在するフェニ
















 調製したすり身フィルムを構成するタンパク質の組成を SDS-PAGE を用いて分析し
た(Fig. 1-2)．酸性側ではミオシン重鎖(Myosin heavy chain, MHC)が明らかに分解し，
MHC より小さい分子量のバンド(130～150kDa および 70kDa)が認められた．これは酸性
側で活性を示すカテプシンがすり身タンパク質の MHC を分解したためと考えられる




  一方，アルカリ性側では，MHC バンドが減少するとともに，SDS-PAGE の分離ゲル
内に侵入できず分離ゲル上端に留まる高分子タンパク質が明らかに増加した(Fig. 1-2)．
沼倉ら(1985)は，スケトウダラ冷凍すり身から調製した肉糊の 20°C における坐り反応
は，MHC の交差結合による多量化反応であることを SDS-PAGE を用いて明らかにして
いる．また，Wan ら(1995)は，スケトウダラ肉糊の坐り(25 °C)中に生じるトランスグル
タミナーゼによる MHC の多量化を報告している．さらに，本研究ですり身タンパク質
フィルムの可溶化溶液(2% SDS + 8 M尿素＋20 mM Tris-HCl (pH8.8) ＋2% 2-メルカプト















S2 と S1 に対するタンパク質溶解率の差(S2-S1)に反映される．さらに，疎水性結合まで
切断する S3 溶液に対する溶解率の差(S3-S2)から，フィルム形成に寄与する疎水性結合
の割合が，(S4-S3)の値からフィルム形成に対するジスルフィド結合の関与が求められる．
S4 溶液にも溶解しない部分を不溶画分とした．Fig. 1-2 から明らかなように，いずれの
pH でも，疎水性結合の割合が最も大きいことから，すり身フィルムの形成に疎水性結
合が重要な役割を果たしていることが伺われた．このことはすり身タンパク質が非極性




















(pH7)には，Fig. 1-2 の SDS-PAGE パターンから明らかなように MHC が多量に存在して
いた．中性付近ではすり身中の MHC がほとんど溶解せず，懸濁している状態で乾燥し






























































Fig. 1-2  Effect of pH on SDS-PAGE patterns of edible films prepared from 
Alaska pollack surimi. 





















Fig.1-3  Protein solubility of edible films prepared from Alaska pollack surimi in 
various protein denaturant solutions. 
S1：0.6 M NaCl
S2：0.6 M NaCl + 1.5 M urea
S3：0.6 M NaCl + 8.0 M urea

































Fig.1-4  Effect of pH on relative surface hydrophobicity of the film-forming 
solutions prepared from Alaska pollack surimi. (n=5). 
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*Shiku et al. (2003)
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Table 1-2  Effect of pH on tensile strength (TS), elongation at break (EAB) and water vapor 
permeability (WVP) of edible films prepared from Alaska pollack surimi * 
pH TS (MPa) EAB (%） 
WVP 
×10-10(g・m-1・s-1・Pa-1)
2 6.9 ± 0.5a 156.4 ± 5.4a 0.79 ± 0.10a 
3 7.4 ± 0.4a 158.9 ± 7.2a 0.73 ± 0.08a 
4 4.9 ± 0.4b 159.9 ± 7.4a 0.81 ± 0.02a 
7 5.0 ± 0.9b 118.9 ± 11.7b 0.79 ± 0.06a 
8 6.0 ± 0.6c 109.9 ± 17.3b 0.76 ± 0.09a 
9 6.0 ± 0.8c 121.1 ± 10.1b 0.85 ± 0.06a 
10 6.8 ± 0.8a 125.7 ± 12.8b 1.07 ± 0.05b 
11 6.7 ± 0.6ac 119.8 ± 10.7b 1.18 ± 0.03b 
*Means±standard deviation, n=10. Any two means in the same row followed by the same letter 
are not significantly different (p>0.05). 
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Table 1-3  Effect of pH on film solubility, protein solubility and enzymatic hydrolysis of edible 
films prepared from Alaska pollack surimi * 
pH Film solubility (％) Protein solubility (%) 
Enzymatic hydrolysis 
(%) 
2 32.9 ± 1.1a 4.7 ± 0.2a 63.5 ± 3.5a 
3 29.3 ± 1.5b 7.3 ± 0.2b 70.1 ± 1.5b 
4 29.4 ± 1.6b 6.7 ±0.2c 78.2 ± 1.0c 
7 29.3 ± 1.3b 7.6 ± 0.4b 82.7 ± 2.0d 
8 29.4 ± 1.5b 7.4 ± 0.2b 83.3 ± 2.2d 
9 32.7 ± 0.8a 7.2 ± 0.3b 83.1 ± 3.3d 
10 32.9 ± 0.8a 6.7 ± 0.1c 82.1 ± 2.2d 
11 33.9 ± 1.6a 6.7 ± 0.3c 80.6 ± 1.5cd 
*Means±standard deviation, n=5. Any two means in the same row followed by the same letter 
are not significantly different (p>0.05). 
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Table 1-4  Effect of pH on light transmission (%) and transparency (A600/mm) of edible films 
prepared from Alaska pollack surimi  
Wave length (nm) 
pH 200 280 350 400 500 600 700 800 
Transparency
2 0 0 43.3 63.2 69.3 70.7 71.5 71.7 6.9  
3 0 0 56.6 74.6 80.9 82.4 83.0 83.0 2.8  
4 0 0 48.6 62.8 67.5 69.5 70.8 71.1 5.3  
7 0 0 9.0 28.3 30.4 31.5 32.3 32.5 17.7  
8 0 0 31.9 46.5 49.7 51.1 52.1 52.2 10.0  
9 0 0 38.5 51.9 55.7 57.4 58.9 59.4 6.3  
10 0 0 60.7 71.0 74.3 75.3 75.9 75.8 4.1  





Table 1-5  Effect of pH on protein solubility of surimi films in the dissolving solution 
pH 2 3 4 7 8 9 10 11 
Protein solubility
（%） 
93.3 91.9 89.7 86.8 86.0 86.4 84.2 83.9 
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めに，作成したフィルム形成溶液を 1M HCl で pH を 2.5 ~ 4.0 に調整し，35°C で 90 分
間保温した．フィルム形成溶液 1 ml に 2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl (pH 8.8)溶
液 4 ml を加えることによって反応を停止した．一晩振蘯した後，内在酸性プロテアー
ゼによるタンパク質の分解程度を SDS-PAGE(Laemmli，1970)で観察した． 
一方，すり身タンパク質の分解に及ぼす温度の影響を調べるために，pH を 3 に調整
したフィルム形成溶液を 25，30，35，40，45，50，55°C で 150 分まで保温した．20 分
ごとに，フィルム形成溶液を 1 ml 取り，これに 2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl 
(pH8.8)溶液 4 ml を加えて反応を停止した後，上記と同様に SDS-PAGE を行った．
SDS-PAGE により分離した MHC 量を定量するために，電気泳動パターンをスキャナー




 pH3 に調整したすり身フィルム形成溶液に 10 種類のプロテアーゼインヒビターを添
加し，35°C で 90 分間保温した．インヒビターによる MHC 分解の抑制程度を SDS-PAGE 
(Laemmli，1970)で観察した．なお，プロテアーゼインヒビターとして，以下のものを
使用した． 
エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム (EDTA)      (和光純薬工業株式会社製) 
エチレングリコールビス(β-アミノエチルエーテル) -N,N,N',N'-四酢酸 (EGTA) 
                           (和光純薬工業株式会社製) 
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1, 10-フェナントロリン                 (和光純薬工業株式会社製) 
大豆トリプシンインヒビター (Soybean trypsin inhibitor, STI) 
              (シグマ化学株式会社製) 
フェニルメチルスルホニルフルオリド (Phenyl-methanesulphonyl fluoride, PMSF) 
              (シグマ化学株式会社製) 
ベンズアミジン                       (シグマ化学株式会社製) 
trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido (4-guanidino) butane (E64)    (シグマ化学株式会社製) 
アンチパイン                         (シグマ化学株式会社製) 
ロイペプチン                       (シグマ化学株式会社製) 






 1-2-6 と同じ方法でフィルムの機械的性質を測定した． 
2-2-8 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 











で 90 分間保温した．SDS-PAGEで分析したタンパク質組成の変化をFig. 2-1 に示す．約









適温度は 45°C であることが判明した(Fig. 2-2)．Kang と Lanier (2000)は，細胞内のタン
パク質分解に関与する 8 種類のリソソームカテプシンが魚肉中に存在し，その中でカテ
プシン D，E 及び L が酸性プロテーゼであると報告している．また，太平洋産 3 種類の
シタビラメ筋肉のカテプシン D の最適 pH は 3.2～3.3，最適温度は 45°C で(Geist and 
Crawford, 1974)，コイ筋肉のカテプシン D の最適 pH と最適温度は pH 3.2 と 50°C であ
る(Makinodan ら，1982)ことがすでに報告されている．一方，カテプシン E は魚肉タン
パク質に対して分解活性を示さず(Yamashita and Konagaya, 1992)，カテプシン L の最適





























を Table 2-1 にまとめる．インヒビター無添加フィルムの性状と比較して，金属プロテ
アーゼインヒビターあるいはセリンプロテアーゼインヒビターを添加したすり身フィ
ルムの TS に有意差は認められなかった．一方，システインプロテアーゼインヒビター
あるいはペプスタチン A を添加するとフィルムの TS はある程度増加し，システインプ
ロテアーゼインヒビターとペプスタチン A を併用するとフィルムの TS が最も高くなる
ことが分った．これら結果から，すり身タンパク質フィルムの TS と MHC の分解程度
との間に相関性があることは明らかである．一方，フィルムの EAB に MHC の分解に
よる影響は認められなかった(Table 2-1)．一般的に，TS と EAB は負の相関にあるとさ
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れている(Gennadios ら，1993)が，本研究ではその傾向は認められなかった． 
次に，フィルム強度に及ぼす MHC 分解の影響を解明するために，MHC 分解程度が
異なるフィルムを調製した．すなわち，すり身フィルム形成溶液(pH 3)を 35°C で 0，30，
60，90，240 分間保温した後，ロイペプチンとペプスタチン A を添加して MHC 分解程
度の異なるすり身フィルムを調製した．また，MHC が全く分解していないフィルムは，
フィルム形成溶液の pH を調整する前に両インヒビターを添加することによって得た．
SDS-PAGE を用いて分析したフィルムのタンパク質組成の変化を Fig. 2-4 に示す．MHC
の分解はフィルム形成溶液(pH 3)を 35°C で保温している間に起こったが，フィルム形
成中には観察されなかった．Fig. 2-5 に示すように，すり身フィルムの TS と MHC 分解
程度との間に高い相関性(r2=0.99)が認められた．一方，MHC が完全に分解されてもフ
ィルムの強度はある程度保持されることも分った．以上のことから，すり身フィルムの
強度に関与する要因は MHC 量だけではなく，他の要因も存在することが示唆された． 
2-3-3 すり身フィルム形成メカニズム 




ク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解率を測定した(Fig. 2-6)．Fig. 2-6 か
ら明らかなように，保温時間の増加に伴い S1 と S3 溶液に対する溶解度が大きくなった
こと，すなわちイオン結合と疎水性結合が増加したことから，MHC 分解が進んだ場合
はイオン結合と疎水性結合がフィルム形成に重要な役割を果たしていることが示唆さ







保温中に MHC の分解に伴ってタンパク質の表面疎水性基量が増加した．Nielsen と


















(1) 内在酸性プロテアーゼの最適 pH と最適温度は，それぞれ pH 3.0 と 45°C であった． 
(2) 金属プロテアーゼインヒビターとセリンプロテアーゼインヒビターは，MHC の分
解を阻害できなかった． 
(3) E64，アンチパイン，ロイペプチンは MHC 分解をある程度抑制したが，ペプスタ
チン A は MHC 分解の抑制にかなり有効であった．一方，ペプスタチン A＋E64，

























Fig. 2-1  Effect of pH on SDS-PAGE patterns of the film-forming solutions prepared from Alaska 
pollack surimi. 
M: Standard molecular weight mixture; 


















































































Fig. 2-3  SDS-PAGE of the film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi treated 
with different proteinase inhibitors. 
M: Standard molecular weight mixture; 
1: control; 2: EDTA; 3:EGTA; 4: phenanthroline; 5: STI; 6: PMSF; 7. benzamidine ; 
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Fig. 2-4  Patterns of protein components during the incubation at 35°C of the film-forming solutions 
prepared from Alaska pollack surimi and the surimi films. 
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Fig.2-5  Relation between the tensile strength (TS) of surimi films and the content of myosin heavy 






















Fig.2-6  Protein solubility of surimi films with different MHC contents in various protein denaturant 
solutions. 
S1：0.6 M NaCl
S2：0.6 M NaCl + 1.5 M urea
S3：0.6 M NaCl + 8.0 M urea






























Fig.2-7  Changes of relative surface hydrophobicity during the incubation at 35°C of the 
film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi. (n=5). 
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 Table 2-1  Effect of proteinase inhibitors on tensile strength (TS) and elongation at break (EAB) of surimi films prepared at pH 3.0* 
 






E64 Antipain Leupeptin Pepstatin A
Leupeptin + 
Pepstatin A 
Concentration － 5 mM 5 mM 5 mM 100 μg/ml 5 mM 5 mM 0.005 mM 0.005 mM 0.01 mM 0.01 mM 
0.01 + 0.01 
mM 
TS (MPa) 4.7 ± 0.3a 4.8 ± 0.3a 4.6 ± 0.2a 4.5 ± 0.1a 4.9 ± 0.2a 4.9 ± 0.3a 4.8 ± 0.2a 5.0 ± 0.4ab 5.2 ± 0.4ab 5.5 ± 0.5ab 5.6 ± 0.7b 7.1 ± 0.4c 
EAB (%) 158.3±7.2a 158.3±12.0a 137.9±17.3b 139.9±20.3b 150.8±15.6a 155.2±14.5a 154.6±14.0a 138.7±18.3b 145.3±15.9ab 161.6±8.7a 154.2±15.6a 146.7±13.2ab 
*Means±standard deviation, n=10. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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る（Krochta, 2002; Kester and Fennema, 1986）．生分解性・可食性フィルムを調製する原
料の中では，タンパク質は自然界に大量存在し，それ自体がフィルム形成能と栄養価を
持つことから，現在広く研究されている．魚肉タンパク質をベースとした可食性フィル
ムとしては，筋形質タンパク質フィルム(Iwata ら，2000; Tanaka ら，2001)，筋原繊維タ
ンパク質フィルム (Cuq ら，1995; Shiku ら，2003)，筋基質タンパク質フィルム
(Jongjareonrak ら，2006)，すり身タンパク質フィルム(Shiku ら，2004)，筋肉タンパク質
フィルム(Paschoalick ら，2003; Hamaguchi ら，2007)などの開発が報告されている． 
第 1 章では，可食性すり身フィルムの性状に及ぼす pH の影響を調べた結果，pH 3 の
フィルム形成溶液から調製したすり身フィルムの強度が最も高いことを報告した．しか
しながら，pH 3 のすり身フィルムにおいて，MHC とアクチンが明らかに分解され，こ
れには使用したすり身中に存在する酸性プロテアーゼであるカテプシン D とシステイ











ンパク質含量は 16.5% (測定値)，水分含量は 75% (測定値)で，ソルビトール 4%，ショ
糖 4%，ポリリン酸 0.3%を含有していた． 
3-2-2 すり身タンパク質の溶解性と組成の測定 
解凍したすり身 6 g を 50 ml の冷蒸留水中で 30 分間攪拌して，ガラスホモジナイザー
(柴田科学株式会社製)で十分に均質化した後，さらに 1M HCl を用いて pH を 3 に調整
した．すり身タンパク質懸濁溶液を 45，70 または 100°C で加熱した後，氷水で冷却し
た．得られた加熱処理すり身タンパク質溶液を遠心分離(5000 × g，30 分間)した後，上
澄液のタンパク質濃度を Lowry 法(Lowry ら，1951)により測定した．さらに，上澄液の
タンパク質組成を SDS-PAGE (Laemmli，1970)で観察した． 
3-2-3 表面疎水性基量の測定 
1-2-13 と同様の方法でタンパク質の表面疎水性基量を測定した． 
3-2-4 SH 基(Sulfhydryl groups)含量の測定 
タンパク質分子の表面に露出される SH 基(表面 SH 基)量は Ellman 法(1959)により測
定した．上述のように加熱処理したすり身タンパク質溶液を 0.1 M リン酸緩衝液(pH 6.8)
で 20 倍希釈した．希釈溶液 4 ml に対して，0.1 M リン酸緩衝液(pH 6.8)を用いて調製し
た 0.1% 5, 5`-ジチオビス(2-ニトロ安息香酸) (DTNB，東京化成工業株式会社製)溶液 0.4 
ml を加え，4°C で 1 時間放置した．さらに室温で 2～3 分間放置した後，1700 × g で 10
分間遠心分離した．遠心分離後，分光光度計(UV-160，島津製作所社製)を用いて波長 412 
nm における上澄液の吸光度を測定した． 
すり身タンパク質の表面SH基含量(Reactive sulfhydryl groups, R-SH，moles･g-１protein)
は以下の計算式から算出した． 
R-SH = {(a+b)×D×A}/(13600×a)=1.62×10-3A 
但し，a はタンパク質溶液量 (ml)，b は DTNB 溶液量(ml)，D は希釈倍数，13600 は分
子吸光係数(M-1・cm3)，A は 412 nm における吸光度を示す． 
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25±0.5°C，RH 50±2%の恒温恒湿機内で，さらに 48 時間コンディショニングした後，以
下の実験に供した． 
3-2-6 フィルムの機械的性質の測定 
フィルムの機械的性質は 1-2-6 に記述した方法に従って測定した． 
3-2-7 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 











する 45，70，100°C の加熱処理効果を検討した．pH 3 におけるすり身タンパク質の溶
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解性に及ぼす加熱処理の影響を Fig. 3-1 に示す．pH 7 におけるすり身タンパク質の溶解










い MHC より小さい分子量のバンド(130～150kDa および 70kDa)が認められ，MHC の分
解が進行することが確認された．しかしながら，70°C 加熱においては，いずれの加熱
時間でも MHC 分解が認められなかったことから，すり身の内在酸性プロテアーゼは















T-SH はタンパク質 SH 基の酸化指標で，R-SH は表面 SH 基の変化を表す
(Runglerdkriangkrai ら，1999)．すり身フィルム形成溶液の pH と加熱温度に関わらず，
T-SH はほぼ 7.5 mol･10-5g protein と一定であった(Table 3-1)．一方，pH 7 では R-SH 含量
は 3.9 mol･10-5g protein であるのに対し，pH 3 では 4.7 mol･10-5g protein まで増加した
(Table 3-1)．いずれの加熱温度でも，加熱時間にとともに R-SH 含量が増加したことか
ら(Table 3-1)，pH または加熱処理によりタンパク質分子の内部に存在する SH 基が表面
に露出されることが認められた．さらに 100°C 加熱による SH 基の露出は速やかに進行
し，最終的に R-SH 基量は T-SH 基量と同じになった(Table 3-1)．これらのことは，タン
パク質の SH 基がこれら加熱処理によって完全に露出されることを示唆している．以上




TS と EAB を Table 3-2 に示す．45°C で加熱処理した場合，すり身フィルムの TS と EAB
に有意な変化は認められなかった．この結果は，Cuq ら(1995)が報告した大西洋イワシ
肉から調製した筋原繊維タンパク質フィルムの性状に及ぼす加熱の影響と一致してい
る．本研究では，70°C で 20 分間加熱したフィルム形成溶液から，最も高い TS と EAB
のすり身フィルムを得ることができた．一方，100°C で 5 分間加熱するとフィルムの
TS と EAB は増加したが，10 分間以上加熱すると逆に減少する傾向が認められた．タ
ンパク質の変性がタンパク質フィルムにおけるタンパク質間の相互作用，重合体の形成，
フィルムの性状に影響を与えることが知られている．たとえば，加熱処理によりホエー
タンパク質フィルム(Stuchell and Krochta, 1994)，小麦グルテンフィルム(Ali ら，1997)，
エンドウ豆タンパク質フィルム(Choi and Han, 2001) の性状改善が報告されている．し
かしながら，過度の加熱は，ティラピア筋肉タンパク質から調製したフィルムの強度を
減少させることも報告されている(Garcia and Sobral, 2005)．同様の傾向が本研究でも認
められた．これら結果から，加熱条件を適正化することにより，すり身タンパク質フィ
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すり身フィルムのタンパク質組成変化を SDS-PAGE で調べた(Fig. 3-4)．45°C 加熱の
場合，いずれの加熱時間でも MHC とアクチンは酸性プロテアーゼによりほぼ完全に分
解され，Table 3-2 に示したようにこれらフィルムの機械的性質に変化は認められなかっ
た．Fig. 3-2 と比較すると，45°C で加熱処理したフィルム形成溶液の 25℃乾燥中にも，
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MHCの分解がさらに進み，65 kDaの新たなバンドが現れた．このバンドは 130～150 kDa
バンドが乾燥過程中に酸性プロテアーゼによって加水分解されて生じたのであろう． 
すり身フィルム形成溶液を 70°C で 5 分間加熱しても，MHC はかなり分解されていた
(Fig. 3-4)．これはフィルム形成溶液の温度が 5 分加熱後では 50℃付近であり，内在酸性
プロテアーゼの活性がまだ残っているためと思われる．70°C で 10 分間以上加熱すると，
SDS-PAGE の分離ゲル内に侵入できずにゲル上に留まる高分子タンパク質，MHC およ
びアクチンの分解は抑制され，10 分間以上の 70°C 加熱処理により内在酸性プロテアー
ゼを失活できることが示唆された．この現象は 100°C-5 分間加熱でも観察された．しか










分は存在しなかった．不溶画分の存在は Fig. 3-4 で示した SDS-PAGE において，ゲルに
侵入できない高分子バンドの存在と一致している．一方，S3 溶液の溶解度はメルカプ
トエタノールの添加によって変化しなかったことから，pH 3 におけるすり身フィルム
の形成に S-S 結合は関与しないことが判明した．酸性 pH 下ではスルフヒドリル基(SH
基)の反応性が低いため(Wada ら，2006)，SS/SH 交換反応が起こりにくいのであろう． 
以上の結果より，すり身フィルムの形成は次のように起きると考えられる．すり身フ
ィルム形成溶液を pH 3 に調整した場合，すり身の内在酸性プロテアーゼの最適 pH で
あるため，MHC が分解されてタンパク質分子内部の疎水性基と SH 基が表面に露出す










(1) タンパク質溶解度は加熱処理により向上し，100°C で最も高くなった． 
(2) いずれの加熱温度でも表面疎水性基量が増加したが，特に 45°C で顕著であった． 
(3) 遊離 SH 基の生成速度は，加熱温度に伴って増加した． 
(4) 70°C 加熱で酸性プロテアーゼによる MHC 分解は抑制されたが，100°C で 10 分間
以上加熱すると MHC の加水分解が生じた． 




















Fig. 3-1  Effect of heating temperature and time on the solubility of Alaska pollack surimi proteins 
in water at pH 3. (n=5). 
45°C, 70°C, 100°C 
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Fig. 3-2  SDS-PAGE patterns of film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time. 
























































Fig. 3-3 Relative surface hydrophobicity of film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time. 
         :45°C,   :70°C,   :100°C 
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 45℃ 70℃ 100℃
















Fig. 3-4  SDS-PAGE patterns of edible films prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time. 



























Fig. 3-5 Protein solubility of edible films prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time in various protein denaturant 
solutions.  
         S1: 0.6 M NaCl,    S2: 0.6 M NaCl + 1.5 M urea,   S3: 0.6 M NaCl + 8.0 M urea,   : Insoluble fraction 
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Table 3-1. Changes in total sulfhydryl groups (T-SH, mol･10-5g)* and reactive sulfhydryl groups (R-SH, mol･10-5g)* of surimi proteins by heat 
treatment 
 





(pH7) 0 5 10 15 20 25 30 
45 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.5 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.5 ± 0.3 a 7.4 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 
70 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.5 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.2 ± 0.3 a 7.5 ± 0.1 a 7.5 ± 0.2 a T-SH 
100 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.2 ± 0.3 a 7.2 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.3 ± 0.2 a 
45 3.9 ± 0.3 a 4.7 ± 0.1b 5.9 ± 0.3 c 6.9 ± 0.2 d 7.4 ± 0.2 e 7.5 ± 0.2 e 7.5 ± 0.2 e 7.5 ± 0.4 e 
70 3.9 ± 0.3 a 4.6 ± 0.2 b 6.4 ± 0.2 c 7.2 ± 0.3 d 6.9 ± 0.2 d 6.9 ± 0.2 d 7.1 ± 0.2 d 7.2 ± 0.3 d R-SH 
100 3.9 ± 0.3 a 4.7 ± 0.1 b 7.2 ± 0.3 c 7.2 ± 0.3 c 7.6 ± 0.3 c 7.5 ± 0.2 c 7.5 ± 0.2 c 7.3 ± 0.3 c 
*Values are mean ± standard deviation; n=3. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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Table 3-2. Effect of heat treatment on tensile strength (TS) and elongation at break (EAB) of surimi films prepared at pH 3.0* 
 
Heating time (min) 
 
Temperature  
(°C) 0 5 10 15 20 25 30 
45 4.4 ± 0.5 a 4.4 ± 0.5 a 4.6 ± 0.4 a 4.1 ± 0.3 a 4.1 ± 0.3 a 3.4 ± 0.2 b 3.5 ± 0.4 b 
70 4.4 ± 0.5 a 4.4 ± 0.5 a 6.0 ± 0.8 b 6.4 ± 0.7 bc 7.2 ± 0.7 c 6.0 ± 0.7 b 5.8 ± 0.6 b TS (MPa)
100 4.4 ± 0.5 b 6.1 ± 0.3 d 5.1 ± 0.5 c 4.1 ± 0.5 b 3.3 ± 0.4 a 3.1 ± 0.5 a 3.5± 0.5 a 
45 142.4 ± 21.2 a 144.5 ± 16.2 a 148.5 ± 13.1 a 143.5 ± 20.6 a 149.7 ± 21.7 a 140.1 ± 16.7 a 135.5 ± 15.2 a 
70 142.4 ± 21.2 a 145.4 ± 21.8 a 169.9 ± 24.7bc 183.3 ± 21.9 c 198.8 ± 24.6 c 172.2 ± 25.4bc 149.6 ± 23.1a EAB (%)
100 142.4 ± 21.2c 184.5 ± 13.9d 175.4 ± 20.7d 90.7± 7.9b 83.1 ± 10.4ab 82.3 ± 11.6ab 76.2 ± 14.7a 




Table 3-3. Film solubility and protein solubility of edible films prepared from Alaska pollack surimi with different heat treatment* 
 
Heating time (min) 
 
Temperature 
( °C) 0 5 10 15 20 25 30 
45 21.3±3.0a 19.7±3.1a 21.0±1.2a 22.2±2.1a 21.7±2.5a 22.7±3.1a 21.8±2.7a 




100 21.3±3.0a 21.2±1.7a 24.3±1.2ab 23.6±2.6ab 25.6±1.7b 31.6±1.3c 35.8±1.5d 
45 18.0±2.3a 16.1±0.5a 17.0±0.5a 17.0±1.1a 19.2±1.2a 18.6±1.7a 17.8±1.1a 




100 18.0±2.3e 7.1±0.4a 9.3±0.4b 11.3±0.4c 13.1±0.4d 17.9±0.6e 21.5±1.0f 
*Values are mean ± standard deviation; n=4. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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第 3 章と同一の SA 級スケトウダラ冷凍すり身(マルハ株式会社)を用いた． 
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4-2-2 フィルム形成溶液の調製 
フィルム形成溶液は第 3 章に従って作成した．すなわち，SA 級スケトウダラ冷凍す
り身のタンパク質濃度を 2%になるようにスケトウダラ冷凍すり身懸濁溶液を調製し，
1M HCl を用いて pH 3 に調整した．但し，グリセリンは添加しなかった．これらの溶液
をガラスホモジナイザー(柴田科学株式会社製)で十分に均質化させ，70°C で 20 分間加




ムは，シリコン樹脂製の枠(5cm×5cm)内にフィルム形成溶液 6g を注入して作成した． 
4-2-4 保存条件 







定した．白色校正板の値は，L* = 96.3，a* = -0.1，b* = 1.7 であった． 
4-2-6 フィルムの機械的性質の測定 
 保存したフィルムの厚さをシックネスゲージ (シリーズ No. 7360，Mitutoyo 社製)で 6
点測定した後，テンシプレッサー(TTP-50BXⅡ，タケトモ電機株式会社製)を用い，間
隔 30mm，引っ張り速度 0.5mm·sec-1 で引っ張り試験を行った．引っ張り強度（TS）お
よび引っ張り伸び率（EAB）は 1-2-6 に従って計算した．  
4-2-7 WVP の測定 





 幅 20mm，長さ 45mm に切断したすり身フィルム 2 枚を電動式インパルスシーラー(圧
力=980 kPa；OPL-200，富士インパルス株式会社製)を用い，加熱温度(140，150，160，
170，180，190°C)，加熱時間(1，3，5 秒)で各々ヒートシールした．ヒートシール部の
幅は 10 mm であった．調製したサンプルを恒温恒湿器(KCL-2000A，東京理科機械株式




 シール強度 (N/m) = F/L 











4-2-11 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 













保存初日，すり身フィルムの色調は，L* = 95.3 ± 0.1，a* = -0.36 ± 0.05，b* = 3.2 ± 0.1
であった．保存期間中，L*値とa*値にほとんど変化は認められなかった．一方，保存期
間中にすり身フィルムのb*値は，Fig. 4-1 に示すように変化した．保存初期にb*値は急激
に増加し，続いて 6～30 日間は緩やかに増加することが認められ，30 日間保存後に変
色は進行しなくなった．即ち，40°C，RH 40%保存中にすり身フィルムは褐色化(Fig. 4-2)
することが明らかになった．Chinabharkら(2007)は，酸性フィルム形成溶液(pH 3)を用い







ムの機械的性質の変化を Fig. 4-3 に示す．保存 0 日では，フィルムの引っ張り強度(TS)
は 12.5 MPa，引っ張り伸び率(EAB)は 59.6%であった．一方，70°C-20 分間処理で得ら








中に TS が 12.5 MPa から 23.7 MPa まで増加し，その後ほぼ一定値になった(Fig. 4-3)．
また，LDPE 合成フィルム(Shiku ら，2003)の強度(TS=16.5 MPa)と比較すると，本研究
で得られたすり身フィルムの強さはこれらに匹敵する．一方，すり身フィルムの引っ張
り伸び率(EAB)は 59.6%から 20.7%まで減少し，その後一定になった．一般的に，TS と
EAB は負の相関にあり(Gennadios ら，1993)，本研究でもその傾向が認められた(Fig. 4-3)． 
すり身フィルムの WVP の保存中の変化を Fig. 4-4 にまとめる．自然界に存在する多
くのバイオポリマーは水分を吸収し易いため，WVP の測定は可食性・生分解性フィル
ムの使用にあたって重要である(Arvanitoyannis ら，1998)．保存 0 日のすり身フィルムの
WVP は 0.79×10-10(g・m-1・s-1・Pa-1)で，やや低い値を示した．保存初期においてフィ






 保存中におけるすり身フィルムの光透過率(T%)と透明度(吸光度/mm)の変化を Table 
4-1 に示す．第 1 章と同様に，いずれの保存時間でも，すり身フィルムは 200～280 nm












 すり身フィルムを構成するタンパク質の保存中における組成変化を SDS-PAGE を用
いて分析した(Fig. 4-5)．すり身フィルムの MHC は保存中に減少し，SDS-PAGE ゲルに
侵入できない高分子画分が増加したことから，保存中に MHC 間に重合化が進行すると
考えられた．保存 20 日以上で MHC のバンドはほとんど認められず，さらに高分子画
分の減少も観察された．これは MHC 間の重合化が極度に進行し，結果として SDS-PAGE
の泳動サンプル調製に用いる可溶化液(2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl (pH8.8)＋































Fig. 4-7 にまとめる．ヒートシール時間が 1 秒間の場合，140～160°C ではヒートシール
温度はシール強度に影響を及ぼさなかったが，それ以上の温度ではシール強度が顕著に





























及ぼす影響を SDS-PAGE を用いて分析した(Fig. 4-10)．ヒートシール時間が 1 秒間の場
合，MHC バンドの濃さは 140°C から 180°C にかけてシートシール温度の影響をあまり




ル時間が 1 秒間の場合，すり身フィルムタンパク質は完全に融解されず，MHC 間の高
























(1) 保存期間中にすり身フィルムの b*値が増加し，褐色化することを明らかにした． 
(2) 保存初期にフィルムの TS，WVP は増加し，EAB は減少した． 
(3) 保存中に，フィルムの紫外線透過率は減少したが，可視光透過率に大きな変化は
認められなかった． 
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Fig. 4-1  Effect of storage time on browning (b* value) of edible films prepared 
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Storage time (days) at 40°C 
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Fig. 4-3 Effect of storage time on the tensile strength (TS) and elongation at break 
(EAB) of edible films prepared from Alaska pollack surimi. (n=10). 
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Fig. 4-4 Effect of storage time on water vapor permeability (WVP) of edible films 














M            0            1             2           3           4             5           6           10            20        30          40
Storage time (days) at 40 ℃  
Fig. 4-5 Effect of storage time on SDS-PAGE patterns of edible films prepared 
from Alaska pollack surimi. 
M: Standard molecular weight mixture. 
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Fig. 4-6 Relation between the b* value of surimi films and the content of myosin 























Fig. 4-7  Effect of temperature and dwell time on heat seal strength of edible 
films prepared from Alaska pollack surimi. (n=10). 
        : 1 s of dwell time, : 3 s of dwell time, : 5 s of dwell time. 
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Fig. 4-8  Differential scanning calorimetry thermogram of edible films prepared 






















Fig. 4-9  Effect of glycerol content on seal strength of edible films prepared 
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Fig. 4-10  SDS-PAGE patterns of proteins in surimi film seals. 
M: Standard molecular weight mixture; 

































Fig. 4-11  Effect of glycerol content on SDS-PAGE patterns of proteins in surimi 
film seals (Heat sealing temperature: 170°C, dwell time: 3 s). 
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Fig. 4-12  Effect of heat sealing temperature and dwell time on protein solubility 
of surimi film seals.  
             S1: 0.6 M NaCl,     
             S2: 0.6 M NaCl + 1.5 M urea,    
    S3: 0.6 M NaCl + 8.0 M urea,     





















Fig. 4-13 Effect of glycerol content on protein solubility of surimi film seals. 
             S1: 0.6 M NaCl,  
             S2: 0.6 M NaCl + 1.5 M urea,  
    S3: 0.6 M NaCl + 8.0 M urea,   
     : Insoluble fraction. 
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Table 4-1  Effect of storage time on light transmission (%) and transparency (A600/mm) of edible films prepared from Alaska pollack surimi * 
Wave length （nm） Storage time
(days) 200 280 300 350 400 500 600 700 800 
Transparency 
0 0 0 26.1±3.6a 59.2±2.7a 65.9±5.1a 71.1±4.4a 73.6±3.9a 75.7±3.4a 77.1±3.0a 4.7±0.8a 
1 0 0 19.8±1.2b 51.8±3.0b 60.6±4.6a 68.6±4.3a 71.6±3.8a 73.8±3.5a 75.3±3.3a 4.9±0.8a 
2 0 0 16.1±1.6c 47.4±2.4c 58.1±4.2ab 67.8±4.3a 71.1±3.9a 73.4±3.5a 75.0±3.2a 5.0±0.8a 
3 0 0 15.0±1.4cd 46.0±2.2cd 57.4±3.9ab 67.7±4.1a 71.1±3.7a 73.4±3.2a 75.0±2.9a 4.9±0.7a 
4 0 0 14.3±0.9d 44.9±2.9cd 57.0±4.5ab 68.1±4.7a 71.7±4.3a 73.9±3.9a 75.5±3.6a 4.8±0.9a 
5 0 0 13.0±1.0d 42.4±2.2d 55.0±3.8b 66.5±4.2a 70.2±3.8a 72.4±3.3a 74.0±2.9a 5.1±0.8a 
6 0 0 12.6±1.1de 41.4±1.7d 54.0±2.8b 66.3±4.0a 70.5±3.5a 72.7±3.2a 74.7±3.0a 5.1±0.7a 
10 0 0 11.4±1.3e 39.5±1.5d 53.5±3.3b 67.2±4.4a 71.4±4.2a 73.8±3.8a 75.4±3.6a 4.9±0.8a 
20 0 0 10.1±1.3ef 36.7±0.7de 51.3±2.5bc 66.4±4.0a 70.9±3.8a 73.3±3.5a 74.8±3.2a 5.0±0.8a 
30 0 0 8.6±1.6f 33.8±0.6e 48.9±1.7c 65.3±3.6a 70.2±3.5a 72.7±3.1a 74.2±2.8a 5.1±0.7a 
40 0 0 8.5±1.4f 32.7±1.0e 47.9±2.1c 65.1±3.5a 70.1±3.7a 72.6±2.9a 74.1±3.0a 5.1±0.8a 






Table 4-2  Effect of storage time on protein solubility of surimi films in the dissolving solution* 
Storage time 
(days) 
0 1 2 3 4 5 6 10 20 30 40 
Protein solubility
（%） 
99.7 97.9 97.5 96.8 96.3 95.3 94.2 91.9 88.7 84.1 80.2 
* Dissolving solution: 2% SDS–8M urea –2%mercaptoethanol–20 mM Tris–HCl (pH 8.8). 
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第 5 章 イワシ油酸化に及ぼすすり身フィルム包装の影響 
5-1 背景 
冷凍すり身の新規利用の一環として，また環境に優しい包材の開発を目的として，す
































5-2-4 フィルムの酸素透過性(Oxygen permeability, PO2)の測定 
フィルムのPO2はGarcíaら(1999)の方法に従い，アクリル樹脂セル(Fig. 5-1)を用いて測
定した．アクリル樹脂セルはフィルムによって 2 つのコンパートメントに分けられ，容
積は両方とも 79.2 cm3であった．また，コンパートメント間の透過面積は 13.2 cm2であ








Fig. 5-1  Diagram of the oxygen permeability cell 
O-リングによってセルを密閉した．コンパートメント1の酸素濃度を100%，圧力を1 atm
に保ち，測定中には酸素を絶えず Gas inlet から供給した．フィルムを装着した装置を





としては He を用いた．フィルムの PO2 (mol·m·m-2·s-1·Pa-1)は，以下の計算式を用いて算
出した． 
PO2 =k ( Vδ / RTA) 
但し，V はコンパートメントの容積(m3)，δ はフィルムの厚さ(m)，R は気体定数，T は
温度(K)，A は酸素の透過面積(m2)を示す．フィックの法則とドルトンの法則により k
は以下の計算式を用いて求めた． 
k = ln[(YA1-YA2,0) / (YA1-YA2)]/t 
但し，YA1はコンパートメント 1 の酸素濃度，YA2,0はコンパートメント 2 の最初の酸素
濃度，YA2はコンパートメント 2 の各時間の酸素濃度，t は時間(秒)を示す．ln[(YA1-YA2,0) 
/ (YA1-YA2)]を時間に対してプロットして k を求めた． 
5-2-5 フィルムのラジカル捕捉能の測定 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)ラジカル捕捉能は，Yamaguchi ら(1998)の方法に従
って測定した．即ち，0.2 mM DPPH エタノール溶液 2 ml に Tris-HCl 緩衝液(0.1 M，pH 
7.4)を用いて調製したすり身フィルム粉末溶液を 2 ml 加え，室温暗所で 30 分間振蘯し
た後，遠心分離(4500 × g，10 分間)を行った．得られた上澄液の 517 nm における吸光度
を可視分光光度計(UV-160 型，島津製作所株式会社製)を用いて測定した．フィルム粉末
を添加していないコントロールについても同様の操作を行い，得られた上澄液の吸光度
を測定した．フィルムの DPPH ラジカル捕捉能は，以下の計算式を用いて算出した． 
DPPH ラジカル捕捉能 (%)= (1-サンプルの吸光度/コントロールの吸光度) × 100 
5-2-6 フィルムの還元力の測定 
すり身フィルムの還元力は Oyaizu (1988)の方法によって測定した．即ち，2 ml の蒸留
水で調製したすり身フィルム粉末溶液にリン酸緩衝液(0.2 M，pH 6.6) 2 ml と 1%フェリ
シアン化カリウム 2 ml を加え，50°C で 20 分間振蘯した後，10%トリクロロ酢酸を添加
して反応を停止した．遠心分離(1500 × g，10 分間)により得られた上澄液(2 ml)に蒸留水




 20 × 20 mm のすり身フィルムを直径 30 mm ビーカー内のイワシ油 2 g に浸漬し，40
±0.5°C，相対湿度 40±2%の恒温恒湿器内(H110K；星和理工株式会社製)に保存した．1
日間隔でイワシ油の酸化進行程度を過酸化物価(Peroxide value, PV)とチオバルビツール




の恒温恒湿器内に保存した．また，フィルムパウチに封入したイワシ油に 2 ml または 3 
ml の空気を注入したサンプルも調製して同様の条件で保存した．保存期間中にイワシ
油の PV と TBARS を定期的に測定し，包装に用いたすり身フィルムのタンパク質組成
の変化を SDS-PAGE を用いて検討した． 
5-2-8 過酸化物価(PV)の測定 
PV は Takagi らの方法(1978)に従って測定した．すなわち，25 ml の三角フラスコに
20 ~ 40 mg のイワシ油を精秤し，クロロホルム 5 ml と酢酸 10 ml を加えて溶解した後，
50% (w/v)ヨウ化カリウム水溶液 1 ml を素早く加えた．よく振り混ぜ，5 分間暗所で反
応させた後，2 % (w/v)酢酸カドミウム水溶液を 9 ml 添加した．混合した溶液を暗所に
20 分放置した後，上層液の吸光度を 410 nm で測定した．なお，試料を含まない対照液
についても同様の操作を行い，得られた上層液の吸光度を測定した．試料の PV (meq・
kg-1)は，以下の計算式を用いて算出した． 
PV = {(a -b) × 60.14 + 0.69} / (8w)  
但し，a は試料溶液の吸光度，b は対照溶液の吸光度，w は試料重量(mg)である． 
5-2-9 チオバルビツール酸反応物質(TBARS)の測定 
TBARS は Buege and Aust (1978)の方法に従って測定した．すなわち，蓋付き遠心管に
50 ~ 100mg の試料を精秤し，TBA 試薬(15% w/v TCA – 0.375% w/v TBA – 0.1 M HCl) 5 ml
を加えた．遠心管の蓋を閉めてよく振り混ぜた後，沸騰水中で 10 分間加熱し，流水中
で室温まで冷却した．5500 × gで 10 分間遠心分離した後，上澄液の吸光度を 532 nm で
測定した．マロンアルデヒドビス(ジメチルアセタール)(MDA)標準検量線から，試料の
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TBARS (mg MDA・kg-1)を算出した． 
5-2-10 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 
1-2-11 に記載した方法で SDS-PAGE を行った． 
5-2-11 統計処理 







 OPPフィルムとすり身フィルムのPO2をTable 5-1に示す．OPPフィルムのPO2は442.5 
× 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1であり，すり身フィルムの PO2は 3.0~7.4 × 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1
であった．すり身フィルムの酸素透過性は，OPP フィルムより 100 倍程低いことが明ら
かになった．一方，大須賀(2000)は OPP フィルムより 100 倍程低いプラスチックスフィ




質フィルム(2.9 × 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1 at 25°C, RH 86%; 8.7 × 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1 at 





ィルム形成溶液を 70°C で加熱処理するとさらに低下することが判明した(Table 5-1)．pH 
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7 で調製したすり身フィルム形成溶液中のタンパク質溶解度は約 10%である(Fig. 1-1)が，














5-3-2  すり身フィルムの抗酸化性 
 DPPH はエタノール中で安定なラジカルであり，ラジカル捕捉能の測定に幅広く使用
されている．また，DPPH ラジカル捕捉能は，抗酸化剤の水素供与能を示すことも報告
されている(Guerard and Suyama-Martinnez，2003)．さらに，DPPH ラジカル捕捉能は魚
類皮ゼラチンフィルムが有する抗酸化能の指標としても利用されている(Jongjareonrak
ら，2007)．DPPH 法によるすり身フィルムのラジカル捕捉能の測定結果を Fig. 5-2 に示
す．いずれの濃度でもラジカル捕捉能が認められ，すり身フィルムの濃度の増加に伴い
ラジカル捕捉能を増加したことから，すり身フィルムに水素供与体が存在することは明
らかである．しかしながら，すり身フィルム粉末 1 g は，アスコルビン酸 2.04 ± 0.15 mg
のラジカル捕捉能に相当したことから，すり身フィルムはラジカル捕捉剤として特に優
れているわけではない． 








たイワシ油を 40°C で貯蔵し，その間のイワシ油の PV と TBARS を測定した．魚油はイ
コサペンタエン酸(eicosapentaenoic acid，EPA)やドコサヘキサエン酸(docosahexaenoic 
acid，DHA)のような高度不飽和脂肪酸を多く含有するため，保存中に自動酸化されや
すいことは周知の事実である(宮川，1965)．Fig. 5-4 に示すように，イワシ油を 40°C 暗
所で保存すると，貯蔵初期では PV が 11.7 meq・kg-1であったが，貯蔵 5 日後には 1611.2 
meq・kg-1 まで増加し，イワシ油の酸化は速やかに進行した．一方，すり身フィルムを
イワシ油に浸漬すると，イワシ油の PV の増加はある程度抑制され(Fig. 5-4)，このこと
からもすり身フィルムは抗酸化能を有することが裏付けられた．同様の傾向がイワシ油




protein isolate，soy protein isolate，sodium caseinate，gliadin や egg white などについて数
多くの報告がある(Faraji ら，2004; Taguchi ら，1988)．それらの抗酸化能については，
主として芳香族アミノ酸であるトリプトファン，チロシン，ヒスチジンおよび含硫アミ
ノ酸であるメチオニンなどのラジカル捕捉能に起因することが明らかにされている
(Faraji ら，2004; Taguchi ら，1988)．すり身タンパク質フィルムも芳香族アミノ酸と含
硫アミノ酸に富む(Table 1-1)ため，本章で得られた結果は彼らの報告と一致している． 
5-3-3 イワシ油酸化に及ぼすすり身フィルム包装の影響 
 OPP フィルムで包装したイワシ油を 40°C，40%RH で貯蔵し，その間のイワシ油の
PV と TBARS の変化を Fig. 5-6 に示す．2，3 日間の自動酸化誘導期を経てからイワシ
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油の PV と TBARS は増加した(Fig. 5-6)が，未包装の場合(Fig. 5-4，5-5)に比較してイワ
シ油の PV と TBARS の増加は抑えられた．イワシ油と空気との接触を OPP フィルムで
遮断することにより，イワシ油の自動酸化はある程度抑制できることが判明した．しか
しながら，20 日間貯蔵中に，イワシ油の PV は 10 から 840 meq・kg-1，TBARS は 50 か
ら 1250 mg MDA・kg-1まで上昇し(Fig. 5-6)，OPP フィルム包装ではイワシ油の酸化を抑
えることは不可能であった．これは OPP フィルムの PO2が高い(Table 5-1)ためと思われ
る． 
すり身フィルムで包装したイワシ油の PV の変化を Fig. 5-7 に示す．イワシ油の PV
は貯蔵(40°C, 40%RH)初期に少し増加し，引き続いて減少して 30 meq・kg-1位で一定値









素濃度は 21％であったが，貯蔵 5 日目には約 2％まで減少した．すなわち，すり身フィ
ルム袋内に注入した酸素は，イワシ油の自動酸化によって消費されたことが明白である． 
すり身フィルムで包装したイワシ油の TBARS の変化を Fig. 5-9 に示す．イワシ油の
TBARS は貯蔵中に約 20 mg MDA・kg-1まで減少して一定となった．一方，すり身フィ
ルムで包装した油に空気を注入すると，TBARS はある程度増加してから減少した．注








を SDS-PAGE により分析した．Fig. 5-10 に示すように，貯蔵時間に伴いすり身フィルム
の MHC は減少し，注入した空気の量が多いほど速やかであった．空気未注入サンプル
において貯蔵 20 日後に MHC バンドはある程度残っていたが，2ml あるいは 3ml の空気
を注入したサンプルでは MHC バンドはほとんど消失した．また，Fig. 5-10 から明らか
なように，アクリルアミドゲルに侵入できない高分子画分が貯蔵中に増加する傾向が観
察されたため，各フィルムサンプルのタンパク質の可溶化率を測定した．可溶化率は，
SDS-PAGE 用サンプルの調製に用いた可溶化溶液(2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl 
(pH8.8) ＋2% 2-メルカプトエタノール溶液)に 24 時間振蘯後，10000× g で 30 分間遠心
分離して得られた上澄液のタンパク質濃度から算出した．包装したすり身フィルムのタ
ンパク質可溶化率の変化を Fig. 5-11 にまとめる．MHC バンド消失の傾向(Fig. 5-10)と同
様に，注入した空気の量が多いほど，すり身フィルムのタンパク質可溶化率は減少した．
また，フィルムの MHC バンドがほとんど消失する頃に可溶化率が約 80%まで低下する
ことが Fig. 5-10 と Fig. 5-11 から伺われる．なお，当然のことであるが，本可溶化液に





















で包装すると 120 日経っても酸化は進行しなかった． 
(4) すり身フィルムで包装したイワシ油に空気を注入すると，イワシ油の PV と TBARS
は増加してから減少した． 








5 10 15 20 25




























5 10 15 20 25

















































Fig. 5-4  Changes of peroxide values of sardine oil with immersed surimi films 
 during the storage at 40°C. (n=3). 
 






































Fig. 5-5  Changes of TBARS of sardine oil with immersed surimi films 
during the storage at 40°C. (n=3). 















































Fig. 5-6  Changes of peroxide values and TBARS of sardine oil packed in  


























Fig. 5-7  Changes of peroxide values of sardine oil backfilled with 2 ml or 3 ml air in surimi  
film pouches during the storage at 40°C. (n=3). 






















Fig. 5-8  Changes of oxygen concentration in surimi film pouches containing  




































Fig. 5-9  Changes of TBARS of sardine oil backfilled with 2 ml or 3 ml air in surimi film  
pouches during the storage at 40°C. (n=3).  
control (without air), with 2ml air, with 3ml air 
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Fig. 5-10  SDS-PAGE patterns of proteins in surimi film pouches used to store sardine oil with 2ml or 3ml 
air.  
























Fig. 5-11  Protein solubility of surimi film pouches in the dissolving solution. 
control (without air), with 2ml air, with 3ml air 
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Table 5-1. Oxygen permeability (PO2) of oriented polypropylene (OPP) film and edible protein films 
prepared from Alaska pollack surimi* 
Surimi films 
 OPP film 
pH 7 pH 3-A pH 3-B pH 3-C 
PO2 
(×10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1) 
442.5 ± 12.5a 7.4 ± 0.6b 5.2 ± 0.3c 4.8 ± 0.3c 3.0 ± 0.3d 
pH 3-A: Surimi films prepared from film-forming solutions (pH 3). 
pH 3-B: Surimi films prepared from film-forming solutions (pH 3) heated at 70°C for 20 min. 
pH 3-C: pH 3-B surimi films immersed in sardine oil for 24 h at 40°C. 
*Values are mean ± standard deviation; n=3. Any two means in the same row followed by the same letter are 
not significantly different (p>0.05). 
第 6 章 総括と展望 













第 1 段階(第 1 章)では，フィルムの性状に及ぼすフィルム形成溶液の pH の影響に着
目し，pH 変化によりフィルムの形成メカニズムが影響を受けることについて考察した．
第 2 段階(第 2，3 章)では，すり身フィルムの性状改善特に強度向上を試みた．その中
で，すり身フィルムの強度と MHCの分解程度との定量的関係を明らかにした．さらに，
フィルム形成溶液の加熱により内在酸性プロテアーゼを失活させ，結果として MHC の















第 2 章では，スケトウダラ冷凍すり身の酸性側における MHC の分解に関与する酵素
は，内在性のカテプシン D とシステインプロテアーゼであり，それらの最適 pH と最適
温度はそれぞれ pH 3.0 と 45°C であることを明らかにした．一方，すり身フィルムの TS




第 3 章では，すり身タンパク質 MHC の分解抑制とすり身タンパク質溶解度の向上を
目的に，フィルム形成溶液の加熱処理について検討した．タンパク質溶解度は加熱処理
により向上し，100°C で最も高くなった．タンパク質の表面疎水性基量と SH 基量の測
定結果より，pH 3 における加熱処理はすり身タンパク質の unfolding を促進させ，タン
パク質溶解度の増加をもたらすことが判明した．一方，100°C で 10 分間以上加熱する
と MHC の加水分解が生じることから，可食性すり身フィルムの最適形成条件は，フィ







を明らかにした．また，保存中にすり身フィルムの TS や WVP の増加，さらに紫外線
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た結果，40°C で 120 日間経っても本フィルムで包装したイワシ油の酸化は進行しなか
った．これはすり身フィルム自体が抗酸化能をある程度持つこと，並びにすり身フィル
ムの酸素透過性が低いことに起因すると考えられた．すり身フィルムで包装したイワシ
油に空気を注入すると，イワシ油の PV と TBARS は増加してから減少した．注入した








ムの性状改善を行った．pH 3 で調製したすり身フィルム形成溶液を 70°C で 20 分間加
熱すると，内在酸性プロテアーゼが失活するとともにすり身タンパク質溶解度が上昇し
たことから，結果としてフィルムの強度が向上した．得られたすり身フィルムは 40°C


































Distilled water, pH 3 
70°C-20min 
25°C, 50%RH 12.5~23.7 21.0~59.6 第 4 章 
SP:PGA:Gly 
=1:0.3:0.5 
Distilled water, pH 11 25°C, 50%RH 10.2 ± 0.5 91.8 ± 9.2 翁ら, 2006 
SP:Gly=1:0.5 
Bigeye snapper 
Distilled water, pH 3 
25°C-30min 
25°C, 50%RH 3.9 ±0.4 80 ± 17.7 Chinabhark ら, 2007 
WSP:Gly=1:0.5 
Distilled water, pH 3 
70°C-60min 
25°C, 50%RH 5.5 ± 0.5 45 ± 5 Iwata ら, 2000 
MFP:Gly=1:0.5 
Distilled water, pH 3 
25°C-30min 
25°C, 50%RH 15.2 ± 1.9 27.6 ± 9.5 Shiku ら, 2003 
MP:Gly=1:0.5 
Distilled water, pH 3 
25°C-30min 









Distilled water, pH 9 
85°C-30min 
25°C, 50%RH 3.7 ± 0.2 152.6± 5.6 Ou ら, 2004 
WG:Gly=2:1 
(Gliadin-rich) 











50 % EtOH, pH 5.0, 
70°C-24 h 





90°C-30 min  
Room temperature 
50%RH 






12.1 ± 1.3 4.4 ± 0.5 Osés ら, 2008 
LDPE   16.5 ± 0.9 >1000 Shiku ら, 2003 
OPP   50.7 ± 8.2 73 ± 27 Shiku ら, 2003 
PVDC   65.6 ± 10 18 ± 5 Shiku ら, 2003 
TS= tensile strength, EAB=elongation at break, SP=surimi proteins, PGA=propyleneglycol alginate, 
WSP=water soluble proteins, MFP=myofibrillar proteins, MP=muscle proteins, SPI=soy protein isolate, 
WG= wheat gluten; WPI=wheat protein isolate, Gly=glycerin, Sor=sorbitol, LDPE=low-density 
polyethylene, OPP=oriented polypropylene, PVDC=polyvinylidene chloride. 
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